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WO 96/1 1272 PCT/EP95/03974 

Papillomavirus-Iike particles, fusion proteins and process for producing same 

Description 

The invention relates to recombinantly produced papillomavirus-like particles, proteins, 
fusion proteins and processes for formation and cleaning of these particles, proteins and 
fusion proteins. 

Infections with certain ("high-risk") types of genital human papillomaviruses (HPV), e.g. 
HPV 16, 18 or 45 are regarded as the main risk factor for the development of malignant 
tumours of the ano-genital tract, of which cervical cancer is by far the most frequent. 
According to an estimate by the WHO, about half a million new cases of this disease 
occur around the world every year. The connection between HPV infection and cervical 
cancer is best investigated on this basis : 

a) Precursor lesions of cervical cancer (cervical intraepithelial neoplasia : CIN) are 
caused by papillomavirus infections. 



b) The genomes of certain types of HPV (e.g. 16, 18, 33, 35, 45) are detected in 
more than 95% of tumour biopsies and in cell lines derived from them. 
Depending on the geographical origin of the tumours, 50-70% of them contain 
HPV 16. 

c) In all cases investigated since then the open reading frames E6 and E7 are 
transcribed (Wettstein et al., in Pfister H. (ed) : Papillomaviruses and human 
cancer, p. 155 to 179, Boca Raton, 1990). 



d) The proteins E6 and E7 are detectable in all cervical cancer cell lines and in in 
vitro transformed human keratinocytes and the majority of cervical cancer 
patients have E6 or E7-specific antibodies. 



e) The constitutive expression of the E6/E7 proteins is necessary to maintain the 
transformed state of HPV-positive tumours. 

f) The E6 and E7 genes of HPV 16 and HPV 18 are biologically active in the 
following experimental systems : 

- Induction of cellular DNA synthesis in human cells; 

- Transformation of human keratinocytes and other cells in culture; 

- Tumour formation in transgenic mice. 

Other types of HPV (mainly HPV 6 and 11) cause benign genital warts (condylomata 
acuminata) and are only extremely rarely associated with malignant tumours ("low-risk" 
types). 

Genital human papillomaviruses are usually sexually transmitted and in most cases lead 
to a persistent infection in the ano-genital mucosa. From this it was concluded that 
primary infections induce only an insufficient immune response or that the virus has 
developed possibilities of escaping immune surveillance in the infected cells. On the 
other hand there are good indications that the immune system is involved in the primary 
manifestations or in the malignant progression of papillomavirus infections (for an 
overview see Altmann et al. (1994) in Minson A., Neil J., McCrae M. (eds) : Viruses and 
Cancer, Cambridge University Press, p. 71 to 80). 

a) In animal papillomaviruses (rabbit papillomavirus and bovine papillomavirus) the 
clinical manifestation of primary infection can be prevented by vaccination with 
virus structural proteins or with wart extracts ("autologous vaccines"). 

b) Rodents are protected by vaccination with HPV 16 E6- or E7-positive Vaccinia 
recombinants or by synthetic peptides from formation of tumours after 
inoculation of HPV 16 transformed autologous cells. 
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c) Regression of warts is often systemic and can be induced in the case of animal 
papillomaviruses by transfer of lymphocytes from "regressor" animals. 



d) The frequency of genital warts, CIN and ano-genital cancer is increased in 
immunosuppressed patients (e.g. after kidney transplant or infected with HIV). 

It was concluded from this that papillomavirus-specific vaccinations with the aim of 
preventing the primary infection and the development of genital cancer should be 
possible. 

L Prevention of HPV infections by vaccination with the papillomavirus structural 
proteins LI and L2 (prophylactic vaccination) is suitable. 

As papillomaviruses cannot be multiplied to sufficient titres in cell culture or 
other experimental systems, the viral proteins can only be produced with the help 
of recombinant vectors. Recently virus-like particles (VLP) were described which 
develop after expression of the viral structural proteins LI and L2 (or LI alone) 
in recombinant Vaccinia or Baculovirus. Cleaning of the VLPs is very simple to 
achieve by means of centrifugation in CsCl or sucrose gradients. 

WO 93/02184 describes a method which provides papillomavirus-like particles 
(VLPs), which are used for diagnostic purposes or as vaccines against infections 
caused by the papillomavirus. 

WO 94/00152 describes an LI main capsid protein produced by recombination 
which mimics the conformationally neutralising epitopes on human and animal 
papilloma virions. These recombinant proteins can be used as vaccines which 
protect against papillomavirus infections. 

2. Treatment of cervical cancer or precursor lesions by immunotherapy using early 
papillomavirus proteins (essentially E6 or E7) which are expressed in the 
persistently infected cells (therapeutic vaccination). 



It is assumed that this vaccination activates cytotoxic T-cells against persistently 
infected genital lesions. The target populations are patients with HP V- associated 
pre-malighant or malignant genital lesions. 

Early HPV proteins are produced by expression in E. coli or eukaryotic vectors 
(e.g. Baculovirus or yeast). However, cleaning is difficult because of the low 
solubility and usually requires a combination of ion exchange chromatography, 
gel filtration and affinity chromatography. 

It is shown in the PCT application WO 93/20844 that the E7 protein of the 
papillomavirus from HPV or BPV is therapeutically effective in the regression 
(but not the prevention) of papillomavirus tumours in mammals. Preferred 
antigenic protein fragment sequences are also described. 

However, to date no VPLs have been described which are suitable for both 
prophylactic and therapeutic vaccination. The drawback of the last-named 
processes is that, for example, it is difficult to clean early HPV proteins because 
of their low solubility. 

High particle production would be particularly desirable, especially with regard 
to a vaccine for prophylactic and therapeutic vaccination. 

The drawback of the process described to date is that the production of VLPs was 
not possible after expression of LI in E. coli. 

The task, of the present invention is therefore to provide proteins and VLPs 
produced by recombination which are suitable as vaccines for prophylactic and 
therapeutic vaccination, and also processes for producing these proteins and 
VLPs. Simple cleaning of the recombinant proteins obtained should also be made 
possible. Production of VLPs after expression of LI in E. coli should also be 
made possible. 



The present invention solves this task according to the VLPs stated in the 
independent claims 1 and 12, the proteins stated in the independent claim 36, the 
fusion proteins stated in the independent claims 8 and 38, the processes stated in 
claims 42 arid 43 and the use according to claims 55 and 56. Further preferred 
forms, aspects and details of the invention are presented in the dependent patent 
claims, the description and the preferred embodiments. 

According to the present invention VLPs are produced which consist of fusion 
proteins of late and early HPV proteins (or fragments thereof) ("HVLP") and can 
be used for prophylactic and therapeutic vaccination. Such a vaccine has the 
following advantages over conventional products : 

a) In the case of prophylactic vaccination, by induction of Ll/L2-specific 
antibodies HVLPs not only prevent the virus from entering the cell but 
also eliminate cells already infected (by inducing cytotoxic T-cells), if 
there has already been infection or the humoral immune response was not 
sufficient. 

b) In thei case of therapeutic vaccination, HVLPs eliminate persistently 
infected cells (e.g. in patients with ON or cervical cancer), and prevent 
re-infection especially in patients with CIN lesions. 

c) Cleaning of HVLPs is as simple as that of VLPs without early HPV 
proteins. 

According to the present invention, VLPs of bovine papillomavirus (BPV) type 1 and 
human papillomaviruses 11 and 16 can be produced in Vaccinia or Baculovirus after 
expression of LI plus L2 or LI alone. Experiments show that parts of the LI protein can 
be deleted (amino acid sequence 311-351, 331-371, 391-431 of BPV 1; 306-315 of HPV 
16) without the ability to form VLPs being lost. Such sections exist in the LI proteins of 
all papillomaviruses and so the deleted section of LI can be replaced by other proteins 
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(from papillomaviruses or another source) and so virus-like hybrid piarticles can be 
produced. In the same way, parts of the papillomavirus protein L2 are also deleted and 
replaced by other (early HPV or other) proteins, and so HVLPs can be formed from the 
complete LI protein plus an L2 fusion protein. 

Fusion proteins, consisting of deleted LI or L2 protein of various HPV types (essentially 
HPV 6, 1 1, 16, 18, 33, 35, 45) and the corresponding early proteins El, E2, E4, E5, E6, 
E7 (or parts thereof) are produced by expression in Vaccinia recombinants which can be 
constructed in a very short time. The formation of VLPs, consisting of either an LI fusion 
protein or the complete LI protein plus an L2 fusion protein, is checked by electron 
microscopy and the presence of the early HPV protein is tested by Western Blot analysis 
using specific antisera. For large-scale production of HPLVs the proteins are expressed 
in viral or eukaryotic systems, preferably in Baculovirus or yeast. 

Corresponding experiments for the production of fusion proteins can be carried out with 
proteins of a different origin. 

Of importance to the present invention are virus-like particles (VLPs) produced by 
recombination which develop after expression of the viral structural proteins LI and/or 
L2, whereby sections of the LI and/or L2 protein are deleted without losing the ability to 
form VLPs. 

According to the present invention, the deleted section in the LI protein of the bovine 
papillomavirus type 1 is preferably the amino acid sequences 311-351, 331-371, 391- 
431. In the case of LI proteins of the human papillomavirus 16 it is advantageously the 
amino acid sequence 306-315. 

In a preferred embodiment of the present invention the deleted section of LI and/or L2 
proteins is replaced by other proteins or protein fragments, to give fusion proteins. The 
proportion of LI and L2 protein is advantageously about 50 to 99%, preferably about 60 
to 90%, particularly preferably about 80%. 



However, even if not explicitly stated below, according to the present invention more 
than one section of the LI and/or L2 protein should be deleted and preferably replaced 
by other proteins or protein fragments. 

Particularly preferably the deleted section in the LI or L2 protein is replaced by other 
proteins of papillomaviruses and/or proteins of other origin, whereby virus-like hybrid 
particles (HVLPs) can be produced. 

It has proved to be particularly advantageous according to the present invention for the 
VLPs to be formed from an LI fusion protein or, according to a further embodiment, 
from a complete LI protein and an L2 fusion protein. 

The fusion proteins, especially for the formation of hybrid virus-like particles according 
to a further embodiment of the present invention, advantageously consist of a deleted LI 
and/or L2 protein of various types of HPV (human papillomavirus), especially preferably 
HPV 6, 11, 16, 18, 33, 35 and 45, and other proteins or protein fragments. Preferably 
these other proteins or protein fragments are corresponding early proteins or fragments 
thereof, such as the early proteins El, E2, E4, E5, E6 and/or E7. 

According to the process according to the invention the fusion proteins and proteins are 
expressed in viral or eukaryotic vectors, particularly preferably in Baculoviruses or 
yeasts. 

According to a further embodiment of the process according to the invention, the fusion 
proteins are produced by expression in Vaccinia recombinants. 

The use of fusion proteins or the virus-like hybrid particles to produce a prophylactic and 
therapeutic vaccine is done according to the present invention, preferably after addition 
of further components. 



Previously the LI open reading frame (ORF) was expressed with the help of eukaryotic 
vectors, such as Baculovirus, to produce VLPs, such as VLPs from HPV 16. The 
formation of the VLPs (assembly) takes place in the cell nucleus of the infected cells. 

Therefore papillomavirus-like particles produced by recombination which develop after 
expression of the viral structural proteins LI and/or L2, in which one or more sections of 
the LI and/or L2 protein have been deleted, and the ability to form virus-like particles is 
greater than that of native formation arid/or in vitro production, are of particular 
importance for the present invention. 

According to the present invention at least one of the deleted sections in the LI and/or 
L2 protein of a papillomavirus is a deletion, advantageously in the C-terminal amino acid 
sequence, preferably in a length of about 1 to 34 amino acids (AA), preferably from 1 to 
26 amino acids (AA), especially 26 AA. 

Advantageously insertion of the C-terminal deletion into the LI and/or L2 protein 
increases the production of VLPs several fold, preferably at least 10-fold, and in 
particular about 10 to 100-fold. 

In a preferred embodiment of the present invention the deleted sections in the LI and/or 
L2 protein, especially of the bovine papillomavirus, it is 26 C-terminal amino acids. 
Particularly preferably the 26-AA C-terminal deletion (Gly-Ala-Gly-Cys-Ser-Thr-Val- 
Arg-Lys-Arg-Arg-Ile-Ser-Gln-Lys-Thr-Ser-Ser-Lys-Pro-Ala-Lys-Lys-Lys-Lys-Lys) 
corresponding to the nucleotide position 7016 to 7093 GGGGCAGGAT 
GTTCAACTGT GAGAAAACGA AGAATTAGCC AAAAAACTTC CAGTAAGCCT 
GCAAAAAAAA AAAAAAAA is inserted into the LI ORF of the bovine 
papillomavirus type 1 (BPV 1). Advantageously insertion of the C-terminal deletion into 
the LI and/or L2 protein increases the production of VLPs by at least 10-fold. 

According to a further embodiment of the present invention, the at least one deletion in 
the LI and/or L2 protein is an homologous amino acid sequence of the human 
papillomavirus 16 or other papillomaviruses. 



According to a further preferred embodiment, the deleted sections in the LI and/or L2 
protein are 34 C-terminal amino acids of the human papillomavirus type 16 (HPV 16), 
preferably the AA sequence Ala-Gly-Leu-Lys-Ala-Lys-Pro-Lys-Phe-Thr-Leu-Gly-Lys- 
Arg-Lys-Ala-Thr-Pro-Thr-Tto^ 

Leu) corresponding to the nucleotide position 7052 to 7153 GCAGGATTGA 
AGGCCAAACC AAAATTTACA TTAGGAAAAC GAAAAGCTAC ACCCACCACC 
TCATCTACCT CTACAACTGC TAAACGCAAA AAACGTAAGC TG, which is 
inserted into the LI ORF of the HP V 16. 

Particularly preferably the deletion of the LI and/or L2 protein includes the nuclear 
localisation signal (NLS). The particle production from the LI proteins or the LI 
proteins and L2 proteins takes place in particular in the cytoplasm. Preferably the 
particles are secreted into the supernatant, and a secretion of about 5 to 10% of the 
particles is particularly preferred. 

The expression of LI proteins or LI proteins and L2 proteins in E. cpli takes place 
according to a further preferred embodiment. 6 histidiiies are also inserted oh the C- 
terminal deletion in the LI protein. Advantageously the production of VLPs takes place 
after expression of LI proteins or LI and L2 proteins in E. coli. 

According to the present invention the further deleted sections in the LI protein of the 
bovine papillomavirus type 1 are preferably the amino acid sequences 31 1-351, 331-371, 
391-431. For LI proteins of the human papillomavirus 16 it is advantageously the amino 
acid sequence 306-315. 

In a preferred embodiment of the present invention the further deleted section of LI 
and/or L2 proteins is replaced by other proteins or protein fragments, giving proteins 
which are referred to below as fusion proteins. The proportion of LI and L2 protein is 
advantageously about 50 to 99%, preferably about 60 to 90%, particularly preferably 
about 80%. 



However, according to the present invention, even if not explicitly mentioned below, 
more than one further section of the LI and/or L2 protein should be deleted and 
preferably replaced by other proteins or protein fragments. 

Particularly preferably the deleted section of LI or L2 protein is replaced by other 
proteins of papillomaviruses and/or proteins of other origin, whereby virus-like hybrid 
particles (HVLPs) can be produced. 

It has proved to be particularly advantageous according to the present invention that the 
formation of VLPs takes place from an LI protein, an LI fusion protein, an LI protein 
and L2 protein, an LI fusion protein and L2 protein, an LI protein and L2 fusion protein 
or an LI fusion protein and L2 fusion protein. 

According to a further embodiment of the present invention at least one of the deleted 
sections in the LI and/or L2 protein of a papillomavirus is N-terminal amino acid 
sequences. 

According to the present invention in a further embodiment at least one of the deleted 
sections in the LI protein and/or L2 protein of a papillomavirus is amino acid sequences 
in the middle section of the protein. 

Of significance to the invention are also proteins, especially for the formation of 
papillomavirus-like hybrid particles, where one or more sections of the LI and/or L2 
protein are deleted. In particular, at least one of the deleted sections in the LI and/or L2 
protein is a deletion of a C-terminal amino acid sequence. 

The fusion proteins, especially for the formation of papillomavirus-like hybrid particles 
according to a further embodiment of the present invention, advantageously consist of a 
deleted LI and/or L2 protein of various papillomaviruses, particularly preferably HPV 6, 
11, 16, 18, 31, 33, 35 and 45, and other proteins or protein fragments of papillomaviruses 
or of other origin. Preferably these other proteins or protein fragments are corresponding 
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early papillomavirus proteins or fragments thereof, such as the early proteins El, E2, E4, 
E5,E6 and/or E7. 

According to the process according to the invention, the expression of the proteins and/or 
fusion proteins and the production of papillomavirus-Iike particles are carried out in 
viral, eukaryotic or prokaryotic vectors, particularly preferably in Vaccinia recombinants, 
in Baculoviruses, in yeasts or in bacteria, especially E. coli. 

The particle production preferably takes place in the cytoplasm. Particularly preferably 
the particles are secreted into the supernatant, and especially preferably about 5 to 10% 
of the particles are secreted into the supernatant. 

In particular according to the present invention the insertion of a 26-amino acid (AA) C- 
terminal deletion in the nucleotide position 7016-7093 into the LI ORF of the bovine 
papillomavirus type 1 (BPV 1) increases the production of VLPs by more than 10- fold. 
Thus with the same quantity of LI protein, as can be demonstrated in a Western Blot test 
for example, an increase in the particle count can be seen under an electron microscope. 
As the deletion preferably covers the nuclear localisation signal (NLS), the particle 
production takes place in the cytoplasm, a considerable portion of the particles is 
secreted into the supernatant. This is particularly advantageous as this considerably 
facilitates cleaning. 

Proteins, preferably with the said deletion with an additional 6 histidines (His-Ll 
proteins) are expressed in E. coli according to the present invention. The proteins, 
especially His-Ll proteins, are preferably cleaned by means of Ni affinity 
chromatography, whereby at this point, according to an advantageous embodiment, the 
proteins are present in denaturing buffer, for example 6 M guanidine hydrochloride. 
Renaturation is carried out for example in 150 mM NaCl, 1 mM CaCb, 0.01% Triton-X 
100, 10 mM Hepes (N-2-hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethanesulphonic acid), pH 7.4. 

The production (assembly) of the VLPs is done according to a preferred embodiment of 
the present invention after dialysis of the proteins, preferably after dialysis against 150 



mM NaGl, 25 mM Ca 2+ , 10% DMSO (dimethyl sulphoxide), 0.1% Triton-X 100, 10 mM 
Tris [tris-(hydroxymethyl)aminomethane] acetic acid at a pH value of 5.0. 

The deletion of sequences in the LI protein of all papillomaviruses which prevent the 
early assembly of VLPs leads to a higher yield in VLP production. 

Insofar as the LI NLS is affected in these cases, the assembly takes place in the 
cytoplasm. Thus according to the invention cleaning of the VLP from the cytoplasm is 
possible, instead of from the cell nucleus, as before. According to the invention, shorter 
deletions are also possible. According to the present invention deletions of up to one 
^ amino acid and/or substitutions of up to one amino acid are carried out. It proves to be 

advantageous that with short deletions or with substitutions of up to one or only fewer 
amino acids, the; antigenic properties of the proteins and the VLPs formed therefrom are 
changed as little as possible compared with the native antigenic properties of the proteins 
or VLPs. 

The introduction of a C-terminal deletion or substitution as described above into LI 
and/or L2 fusion proteins also leads to an increase in the production of hybrid VLPs. 
This should also include the VLPs which only contain LI fusion proteins and also hybrid 
VLPs which contain an LI or L2 fusion protein and an L2 or LI protein. 

^ For this VLPs are produced which consist of fusion proteins of late and early HPV 

proteins (or fragments thereof) ("HVLP") and can be used for prophylactic or therapeutic 
vaccination. Such a vaccine has the following advantages over conventional products : 



a) In the case of prophylactic vaccination, by means of induction of Ll/L2-specific 
antibodies HVLPs not only prevent the virus entering the cell but also eliminate cells 
already infected (by induction of cytotoxic T-cells), if an infection has previously 
occurred or the humoral immune response was not sufficient. 
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b) In the case of therapeutic vaccination HVLPs eliminate persistently infected cells 
(e.g. in patients with CIN or cervical cancer) and above all prevent a re-infection in 
patients with CIN lesions. 

c) The cleaning of the HVLPs is as simple as that of the VLPs without early HPV 
proteins. 

VLPs of the bovine papillomavirus (BP V) type 1 and the human papillomaviruses 11 and 
16 can be produced after expression of LI plus L2 or of LI alone in Vaccinia and 
Baculovirus. Experiments show that parts of the LI protein can be deleted (amino acid 
sequence 31 1-351, 331-371, 391-431 of BPV 1;- 306-315 of HPV 16), without the ability 
to form VLPs being lost. Such sections exist in the LI proteins of all papillomaviruses, 
and so the deleted section of LI can be replaced by other proteins (from 
papillomaviruses or of other origin) and virus-like hybrid particles can be produced. In 
the same way parts of the papillomavirus protein L2 are also deleted and replaced by 
other (early HPV or other) proteins, and so HVLPs can also be formed from the 
complete LI protein plus an L2 fusion protein. 

Fusion proteins consisting of deleted LI or L2 protein from various HPV types 
(essentially HPV 6, 1 1, 16, 18, 33, 35, 45) and the corresponding early proteins El, E2, 
E4, E5, E6, E7 (or parts thereof) are produced by expression in Vaccinia recombinants 
which can be constructed in a very short time. The formation of VLPs, consisting either 
of an LI fusion protein or of the complete LI protein plus an L2 fusion protein is 
checked by electron microscopy and the presence of the early HPV protein is tested by 
Western Blot analysis with the help of specific antisera. For the large-scale production of 
HVLPs, the expression of the proteins is carried out in viral, eukaryotic or prokaryotic 
systems, preferably in Baculovirus, in yeast or in E. coli. 

The use of the fusion proteins or the virus-like hybrid particles to produce a prophylactic 
and therapeutic vaccine is done according to the present invention, preferably after 
addition of further components. 
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Corresponding experiments to produce fusion proteins can be carried out with proteins of 
different origin. 



14 



Patent claims 



Recombinantly produced papillomavirus-like particles which occur after 
expression of the viral structural proteins LI and/or L2, characterised in that one 
or more sections of the LI and/or L2 protein are deleted, with the ability to form 
virus- like particles being retained. 

Virus-like particles according to claim 1, characterised in that the deleted sections 
in the LI protein are the amino acid sequences 311-351, 331-371, 391-431 of 
bovine papillomavirus type. 1. 

Virus-like particles according to claim 1, characterised in that the deleted sections 
in the LI protein are the amino acid sequence 306-315 of the human 
papillomavirus 16. 

Virus-like particles according to one of the above claims, characterised in that the 
deleted section of LI and/or L2 proteins is replaced by other proteins or protein 
fragments to give a fusion protein. 

Virus-like particles according to claim 4, characterised in that the proportion of 
LI and L2 protein is about 50 to 99%, preferably about 60 to 90%, especially 
preferably about 80% of the fusion protein. 

Virus-like particles according to claim 4 and 5, characterised in that the deleted 
section in the LI or L2 protein is replaced by other proteins from 
papillomaviruses and/or proteins of other origin, whereby virus-like hybrid 
particles can be produced. 

Virus-like particles according to one of the above claims, characterised in that the 
formation of the virus-like particles is carried out from an LI fusion protein or a 
complete LI protein and an L2 fusion protein. 
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8. Fusion proteins, especially for the formation of papillomavirus-like hybrid 
particles according to one of claims 4 to 7, characterised in that the fusion 
proteins from a deleted LI and/or L2 protein from various HPV types include 
other proteins or fragments thereof 

9. Fusion proteins according to claim 8, characterised in that the other proteins or 
fragments are early proteins or fragments. 

10. Fusion protein according to claim 8 and 9, characterised in that it relates to the 
. . early proteins El, E2, E4, E5, E6, E7 or fragments thereof 

3 

11. Fusion protein according to one of claims 8 to 10, characterised in that it relates 
to deleted LI and/or L2 proteins of various HPV types such as HPV 6, 11, 16, 18, 
33,35,45. 

12. Recombinantly produced papillomavirus-like particles which occur after 
expression of the viral structural proteins LI and/or L2, characterised in that one 
or more sections of the LI and/or L2 proteins are deleted, and the ability to form 
virus-like particles is increased compared with native production and/or in vitro 
production. 

^ 13. Virus-like particles according to claim 12, characterised in that at least one of the 

deleted sections in the LI and/or L2 protein of a papillomavirus is C-terminal 
amino acid sequences, 

14. Virus-like particles according to claim 13, characterised in that the at least one 
deleted section in the C-terminal region in the LI and/or L2 protein is an amino 
acid sequence with a length of about 1 to 34 amino acids, preferably 1 to 26 
amino acids, of a papillomavirus. 

15. Virus-like particles according to one of claims 12 to 14, characterised in that after 
insertion in particular of the C-terminal deletion into the LI and/or L2 protein the 
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production of VLPs is increased several fold, preferably by at least 1 0 fold, 
especially preferably by about 10-100 fold. 

Virus-like particles according to one of claims 12 to 15, characterised in that the 
deleted sections in the LI and/or L2 protein are 26 C-tenhinal amino acids of the 
bovine papillomavirus. 

Virus-like particles according to claim 16, characterised in that the 26- AA C- 
terminal deletion (Gly-Ala-Gly-Cys-Ser-Thr-Val-Arg-Lys-Axg-Arg-He-Ser-Gln- 
Lys-Thr-Ser-Ser-Lys-Pro-Ala-Lys-Lys-Lys-Lys-Lys) corresponding to the 
nucleotide position 7016 to 7093 GGGGCAGGAT GTTCAACTGT 
GAGAAAACGA AGAATTAGCC AAAAAACTTC CAGTAAGCCT 
GCAAAAAAAA AAAAAAAA is inserted into the LI ORF of the bovine 
papillomavirus type 1 (BPV 1). 

Virus-like particles according to one of claims 12 to 15, characterised in that the 
deleted sections in the L I and/or L2 protein are 34 C-terminal amino acids of the 
human papillomavirus type 16 (HPV 16). 

Virus-like particles according to claim 18 characterised in that the 34- AA G- 
terminal deletion (Ala-Gly-Leu-Lys-Ala-Lys-Pro-Lys-Phe-Thr-Leu-Gly-Lys- 
Arg-Lys-Ala-Thr-Pro-Thr-Th^ 

Arg-Lys-Leu) corresponding to the nucleotide position 7052 to 7153 
GCAGGATTGA AGGCCAAACC AAAATTTACA TTAGGAAAAC 
GAAAAGCTAC ACCCACCACC TCATCTACCT CTACAACTGC 
TAAACGCAAA AAACGTAAGC TG is inserted into the LI ORF of the human 
papillomavirus type 16 (HPV 16). 

Virus-like particles according to one of claims 13 to 15, characterised in that the 
at least one deletion in the C-terminal region in the LI and/or L2 protein is an 
homologous amino acid sequence of the human papillomavirus 16 or other 
papillomaviruses. 
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21. Virus-like particles according to one of claims 12 to 20, characterised in that the 
deletion of the LI and/or L2 protein covers the nuclear localisation signal (NLS). 

22. Virus-like particles according to one of claims 12 to 21, characterised in that the 
particle production is carried out from the LI proteins or LI and L2 proteins in 
the cytoplasm. 

23. Virus-like particles according to one of claims 12 to 22, characterised in that 
particles are secreted in the supernatant. 

24. Virus-like particles according to claim 23, characterised in that about 5 to 10% of 
the particles are secreted in the supernatant. 

25. Virus-like particles according to one of claims 12 to 24, characterised in that the 
expression of LI proteins or LI and L2 proteins takes place in E. coli. 

26. Virus-like particles according to claim 25, characterised in that 6 histidines were 
inserted at the C-terminal deletion in the LI protein. 

27. Virus-like particles according to one of claims 25 to 26 characterised in that the 
production of VLPs is carried out after expression of LI proteins or LI and L2 
proteins in E. coli. 

28. Virus-like particles according to one of claims 12 to 27, characterised in that the 
further deleted sections in the LI protein are the amino acid sequences 31 1-351, 
331-371, .391-431 of the bovine papillomavirus type 1. 

29. Virus-like particles according to claim 27, characterised in that the further deleted 
sections in the LI protein are the amino acid sequence 306-315 of the human 
papillomavirus 16. 




30. Viius-like particles according to one of claims 12 to 29, characterised in that the 
deleted section of LI and/or L2 proteins is replaced by other proteins or protein 
fragments to give a fusion protein. 

31. Virus-like particles according to claim 30, characterised in that the proportion of 
LI or L2 protein is about 50 to 99%, preferably about 60 to 90%, especially 
preferably about 80% of the fusion protein. 

32. Virus-like particles according to claim 30 and 31, characterised in that the deleted 
section in the LI or L2 protein is replaced by other proteins from 
papillomaviruses and/or proteins of other origin, whereby virus-like hybrid 
particles can be produced. 

33. Virus-like particles according to one of claims 12 to 32, characterised in that the 
formation of the virus-like particles is carried out from an LI protein, an LI 
fusion protein, and LI protein and L2 protein, an LI fusion protein and L2 
protein, an LI protein and L2 fusion protein or an Li fusion protein and an L2 
fusion protein. 

34. Virus-like particles according to one of claims 12 to 33, characterised in that at 
least one of the deleted section in the LI and/or L2 protein of a papillomavirus is 
N-terminal amino acicj sequences. 

35. Virus-like particles according to one of claims 12 to 34, characterised in that at 
least one of the deleted sections in the LI and/or L2 protein of a papillomavirus is 
amino acid sequences in the middle region of the protein. 

36. Proteins, especially for the formation of papillomavirus-like hybrid particles 
according to one of claims 12 to 35, characterised in that one or more sections of 
the LI and/or L2 protein are deleted. 
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Proteins according to claim 36, characterised in that at least one of the deleted 
sections in the LI and/or L2 protein is a deletion of a C-terminal amino acid 
sequence. 

Fusion proteins, especially for the formation of papillomavirus-like hybrid 
particles according to one of claims 12 to 37, characterised in that the fusion 
proteins contain dieleted LI and/or L2 proteins from various papillomaviruses and 
other proteins or fragments of papillomaviruses or of other origin. 

Fusion protein according to claim 38, characterised in that the other proteins or 
fragments are early papillomavirus proteins or fragments thereof 

Fusion protein according to claim 38 or 39, characterised in that it relates to the 
early proteins El , E2, E4, E5, E6, E7 or fragments thereof. 

Fusion protein according to one of claims 38 to 40, characterised in that it relates 
to deleted LI and/or L2 proteins of various HPV types such as HPV 6, 11, 16, 18, 
31,33, 35, 45. 

Process for the expression of the fusion proteins according to one of claims 8 to 
11, characterised in that the expression of the proteins and fusion proteins is 
carried out in viral or eukaryotic vectors. 

Process for the expression of the proteins and/or fusion proteins and production 
of papillomavirus-like particles according to one of claims 12 to 35, characterised 
in that the expression of the proteins and fusion proteins is carried out in viral, 
eukaryotic or prokaryotic vectors. 

Process according to one of claims 42 or 43, characterised in that the proteins or 
fusion proteins are produced by expression in Vaccinia recombinants. 
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45. Process according to one of claims 42 or 43, characterised in that the expression 
of the proteins and fusion proteins is carried out in Baculoviruses or yeasts, 

46. Process according to claim 43, characterised in that the expression of the proteins 
and fusion proteins is carried out in E. coli. 

47. Process according to claim 46, characterised in that the cleaning, especially of the 
LI proteins, is carried out by Ni affinity chromatography and renaturatiori, 
preferably in 150 mM NaCl, 1 mM CaCk, 0.01% Triton-X 100, 10 mM Hepes 
pH 7.4. 

48. Process according to claim 47, characterised in that the proteins are present in 
denaturing buffer at the time of cleaning. 

49. Process according to claim 48, characterised in that the denaturing buffer is 6 M 
guanidine hydrochloride. 

50. Process according to one of claims 43 to 49, characterised in that the assembly of 
the VLPs takes place after dialysis. 

51. Process according to claim 50, characterised in that the dialysis is carried out 
against 150 mM NaCl, 25 mM Ca 2+ , 10% DMSO, 0.1% Triton-X 100 and 10 mM 
Tris acetic acid at pH = 5.0. 

52. Process according to one of claims 43 to 51, characterised in that the particle 
production takes place in the cytoplasm. 

53. Process according to one of claims 43 to 52, characterised in that particles are 
secreted into the supernatant. 

54. Process according to claim 53, characterised in that about 5 to 10% of the 
particles are secreted into the supernatant. 
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Use of the proteins and/or fusion proteins according to one of claims 8 to 1 1 or 
36 to 41 to produce a vaccine for prophylactic and/or therapeutic vaccination, 
preferably after addition of further components. 

Use of the virus-like hydrid particles according to one of claims 1 to 7 or 12 to 35 
for the production of a vaccine for prophylactic and/or therapeutic vaccination, 
preferably after addition of further components. 
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Papillomavirusahnliche Partikel, Fusionsproteine sowie 
Verfahren zu deren Herstellung 

Beschreibunq 

Die Erfindung betrifft rekombinant hergestellte 

papillomavirusahnliche Partikel, Proteine, Fusionsproteine 
5 sowie Verfahren zur Bildung und Reinigung dieser Partikel, 
Proteine und Fusionsproteine. 

Infektionen roit bestinunten (-high-risk") Typen von genitalen 
Papillomaviren des Menschen (HPV) , z.B* HPV 16, 18 oder 45 

10 gelten als hauptsachlicher Risikofaktor fiir die Entstehung 
von bosartigen Tumoren des Anogenitaltrakts , von denen 
Gebarmutterhalskrebs (Cervixcarcinom) mit Abstand am 
haufigsten ist. Nach einer Schatzung der WHO treten jahrlich 
weitweit etwa eine halbe Million neuer Falle dieser 

15 Erkrankung auf . Aufgrund dieser Haufung ist der Zusammenhang 
zwischen HPV-Inf ektion und Cervixcarcinom am besten 
untersucht: 

a) vorlauf erlasionen vom Cervixcarcinom (cervikale 
20 intraepitheliale Neoplasie: CIN) Werden durch 

Papillomavirus-Inf ektion verursacht. 

b) Die Genome bestimmter HPV- Typen (z.B. 16,18,33/35,45) 
werden in mehr als 95 % der Turaorbiopsien sowie in davon 

25 abgeleiteten Zellinien nachgewiesen. AbhSngig vom 

geographischen Ursprung der Turoore enthalten 50 - 70 % 
davon HPV 16. 

c) In alien daraufhin untersuchten Fallen werden die offenen 
30 Leseraster E6 und E7 transkxibiert (Wettstein et al . , in 

Pfister H- <ed): Papillomaviruses and human cancer, S. 
155 bis 179, Boca Raton, 1990). 

d) Die Proteine E6 und E7 sind in alien Cervixcarcinom- 
35 Zellinien sowie in in vitro trans formierten menschlichen 

Keratinozyten nachweisbar und die Mehrzahl der 
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Cervixcarcinom-Patientinnen haben E6~ bzw. E7-spezif ische 
Antikorper. 

e) Die konstitutive Expression der E6/E7-Proteine ist 
notwendig zur Auf rechterhaltung des trans formier ten 
Zustandes HPV-positiver Turaore. 

f) Die E6- und E7-Gene von HPV 16 und HPV 18 sind biologisch 
in folgenden experiment el len Systemen aktiv: 



- Induktion von zellularer DNA Synthese in menschlichen 
Zellen; 

- Transformation von menschlichen Keratinozyten und 
anderen Zellen in Kultur; 

15 - Tumprbildung in transgenen Mausen. 

Andere HPV-Typen (in erster Linie HPV 6 und 11) verursachen 
gutartige Genitalwarzen (condylomata acuminata) und sind nur 
extrem selten mit bosartigen Tumoren assoziiert ( "low-risk* 
20 Typen ) - 

Genitale Papillomaviren des Menschen werden in der Regel 
durch Geschlechtsverkehr iibertragen und fiihren in den meisten 
Fallen zu einer persistierenden Infektion in der Anogenital- 

25 Schleimhaut . Daraus wurde geschlossen, daii Primarinf ektionen 
nur eine ungeniigende Immunantwort induzieren oder dafi das 
Virus Moglichkeiten entwickelt hat, in den infizierten Zellen 
der Immunuberwachung zu entkommen. Auf der anderen Seite gibt 
es gute Hinweise darauf, dan das Immunsystem bei der 

30 Primarmanif estation bzw. bei der malignen Progression von 
Papillomavirus-Inf ektionen beteiligt ist (zur Obersicht siehe 
Altmann et al . (1994) in Minson A., Neil J. , McCrae M. (eds): 
viruses and Cancer, Cambridge University Press, S. 71 bis 
80) . 

35 
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a) Bei animalen Papillomaviren (Kaninchen^Papillomavirus und 
Rinder-Papillomavirus ) laJ3t sich die klinische 
Manifestation von Primarinf ektionen durch Vakzinierung 
mit Virus-Strukturproteinen oder mit Warzenextrakten 

5 ( "autologe Vakzine") verhindern. 

b) Nager werden durch Impfung mit HPV 16 E6- oder E7- 
positiven Vaccinia-Rekombinanten bzw. durch synthetische 
Peptide vor der Tumorbildung nach Inokulation HPV 16 

10 trans formierter autologer Zellen geschiitzt. 

c) Regression von Warzen ist oftmals systemisch und laflt 
sich bei animalen Papillomaviren durch Transfer von 
Lyinphozyten von "Regres sor " -Tieren induzieren . 

15 

d) Die Haufigkeit von Genitalwarzen, GIN und Anogenitalkrebs 
ist bei iiranunsupprimierten Patienten (z.B. 
Nierentransplantierten oder HIV-inf izierten) erhoht. 

20 Daraus wurde geschlossen, da£ Papillomavirus -spezif ische 
Impfungen mit dem Ziel der Verhinderung der Primarinf ektion 
und der Entstehung von Genitalkrebs moglich sein soil ten. 

,1. Geeignet ist die Verhinderung von HPV-Inf ektionen durch 
25 Impfung mit den Papilloroavirus-Strukturproteinen LI und 

L2 (prophylakt ische impfung) 

Da sich Papillomaviren nicht in Zellkultur oder anderen 
experimentellen Systemen zu ausreichenden Titern 

30 vermehren lassen, konnen die viralen Proteine nur mit 

Hilfe rekombinanter Vektoren hergestellt werden*. Kiirzlich 
wurden virusahnliche Partikel (VLP) , die nach Expression, 
der viralen Strukturproteine LI und L2 (bzw. LI allein) 
in rekombinanten Vakzinia oder Baculovirus entstehen, 

35 beschrieben. pie Reinigung der VLP's ist sehr einfach 
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mitt-els Zentrifugation in CsCl- oder Sucrosegradienten 
durchf iihrbar . 

WO 93/02184 beschreibt eine Methode, die "Papilloma virus 
like particles" (VLP's, Papillomavirus-ahnliche Partikel) 
zur Verfugung stellt, die fur diagnostische Verwendungen 
oder als Vaccine gegen durch den Papillomavirus 
verursachte Infektionen genutzt werden. 

WO 94/00152 beschreibt ein recombinant produziertes L>1- 
Haupt -Caps id-Protein, welches die konf ormational 
neutralisierenden Epitope auf humanen und tierischen 
Papilloma-Virionen nachahrot (mimics). Diese rekoinbinanten 
Proteine sind als Vaccine, die gegen Papillomavirus- 
Infektionen schiitzen, einsetzbar. 

2. Behandlung voh Cervixcarcinoroen oder Vorlauf erlasionen 
durch Immuntherapie mit Hilfe von frtihen Papillomavirus- 
Proteinen (in erster Linie E6 bzw. E7 ) , die in den 
persistent infizierten Zellen exprimiert werden 
( therapeutische Impfung)* 

Es wird angenoramen, dafl durch diese Impfung zytotoxische 
T-Zellen gegen persistent infizierte Genitallasionen 
aktiviert werden* Zielpopulation sind Patienten mit HPV- 
assoziierten pr&nalignen oder malignen Genitallasionen. 

Friihe HPV-Proteine werden durch Expression in E. coli 
oder eukaryontischen Vektoren (z.B. Baculovirus Oder 
Hefe) hergestellt* Die Reinigung wird jedoch durch die 
geringe Loslichkeit erschwert und bedarf in der Kegel 
einer Kombination von Ionenaustausch-Chromatographie, 
Gelf iltration und Af f initatschromatographie - 

In der PCT-Aroneldung WO 93/20844 wird dargelegt, daft das 
E7-Protein des Papillomavirus aus HPV oder BPV 
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therapeutisch effektiv in der Regression { jedoch nicht in 
der Prevention) von Papillomavirus-Turooren in Saugern 
ist. Weiterhin werden auch bevorzugte antigene - Protein- 
Fragment-Sequenzen beschrieben. 

Bisher wurden jedoch keine VPL's beschrieben , die sich 
sowohl fiir die prophylaktische als auch die 
therapeutische Impfung eignen. Nachteilig ist bei den 
zuletzt genannten Verfahren, daB z.B. friihe HPV-Proteine 
aufgrund ihrer geringen- Loslichkeit nur erschwert 
gereinigt werden konnen . 

Besonders wiinschenswert, insbesondere im Hinblick auf 
einen Iinpf stof f fiir die prophylaktische und 
therapeutische Impfung ware eine hone Partikelproduktion . 

Nachteilig war an dejn bisher beschriebenen Verfahren, daJ3 
die Herstellung von VLPs nach Expression von LI in E. 
coli nicht moglich war. 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, 
rekpmbinant hergestellte Proteine spwie VLP"s zur 
Verfiigung zu stellen, die sich als Impfstoff zur 
prophylaktischen und therapeutischen Impfung eignen, 
sowie Verfahren zur Herstellung dieser Proteine und 
VL.P "s . Ebenso soil eine einfache Reinigung der erhaltehen 
rekombinanten Proteine ermoglicht sein. Auch sollte eine 
Herstellung von VLPs nach Expression von LI in E . coli 
ermoglicht sein. 

Die vorliegende Erfindung 16s - diese Aufgabe gemaft den in 
den unabhangigen Anspriichen 1 und 12 angegebenen VLPs, 
den im unabhangigen Anspruch 36 angegebenen Proteinen, 
den in den unabhangigen Anspriichen 8 und 38 angegebenen 
Fusionsproteinen, den in den Anspriichen 42 und 43 
angegebenen Verfahren, und der Verwendung nach den 
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Anspriichen 55 und 56. Weitere bevorzugte Ausgestaltungen, 
Aspekte und Details der Erfindung sind in den abhangigen 
Patentanspriichen der Beschreibung sowie den bevorzugten 
Ausf iihrungsformen dargelegt. 

5 

Gemafl der vorliegenden Erfindung werden VLP's 
hergestellt, die aus Fusionsproteinen von spaten und 
friihen HPV-Proteinen (oder Fragraenten davon) ("HVI>P") 
^ bestehen und fur prophylaktische bzw. therapeutische 

10 Impfung einsetzbar sind. Ein solcher Impfstoff besitzt 

gegenuber konventionellen Praparaten die ira folgenden 
beschriebenen Vorteile; 

a) Ira Falle von prophylaktischer Impfung verhindern 
15 HVkP's durch Induktion Ll/I>2-spezif ischer Antikorper 

nicht nur den Eintritt des Virus in die Zelle, 
sondern eliminieren bereits infizierte Zellen (durch 
Induktion von zytptoxischen T-Zellen), falls schon 
fruher eine Infektion stattgefunden hat oder die 
20 humorale Inununantwort nicht ausreichend war. 

b) Im Falle von therapeutischer Impfung eliminieren 
HVLP's persistent infizierte Zellen (z.B. bei 

^ Patienten rait CIN oder Cervixcarcinom) , und 

25 verhindern vor allem bei Patientinnen mit CIN- 

I*3sionen eine Reinfektion. 

c) Die Reinigung der HVLP's ist ahnlich einfach wie die 
der VIip's ohne friihe HPV-Proteine . 

30 

Gemaft der vorliegenden Erfindung konnen VLP's des Bovinen 
Papillomavirus (BPV) Typ 1 und der humanen Papillomaviren 11 
und 16 nach Expression von 1*1 plus I>2 bzw. von LI allein in 
Vaccinia oder Baculovirus hergestellt werden. Experimente 
35 zeigen, da/3 Telle des Ll-Proteins deletiert werden konnen 
(Aminosauresequenz 311-351, 331-371, 391-431 von BPV 1; 306- 
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315 von HPV 16) , ohne dafl die Fahigkeit zur Bildung von VLP's 
verloren geht . Solche Bereiche existieren in den Ll-Proteinen 
aller Papillomaviren, so dafl der deletierte Bereich von LI 
durch andere Proteine (von Papillomaviren Oder von anderem 
Ursprung) ersetzt werden kann und dafl so virusahnliche 
Hybridpartikel hergestellt werden konnen. In gleicher Weise 
werden auch Teile des Papillomavirus-Proteins L2 deletiert 
und durch andere ( f riihe HPV Oder sonstige) Proteine ersetzt, 
da/i also HVLP's auch aus dera vollstandigen Ll-Protein plus 
einem L2-Fusionsprotein gebildet werden konnen. 

Fusionsproteine, bestehend aus ' deletiertem LI- oder L2- 
Protein von verschiedenen HPV-Typen (in erster Linie HPV 6, 
11 , IS, 18, 33, 35, 45) und den entsprechenden friihen 
Proteiiien El, E2, E4, E5, E6, E7 (oder Teilen davon) werden 
durch Expression in Vaccinia-Rekombinanten hergestellt, die 
in sehr kurzer Zeit konstruiert werden konnen. Die Bildung 
von VLP's, bestehend entweder aus einem Ll-Fusionsprotein 
bder aus dera vollstandigen Ll-Protein plus einem L2- 
Fusionsprotein, wird durch Elektronenraikroskopie uberpriift 
und das Vorhandensein des friihen HPV-Proteins durch Western 
Blot Analyse mit Hilfe spezif ischer Antiseren getestet. Fiir 
die Produktipn von HPLV's izn groflen Mart stab wird die 
Expression der Proteine in viralen oder eukaryotischen 
Systemen, bevorzugt in Baculovirus oder in Hefe, 
durchgef iihrt • 

Entsprechende Experimente zur Herstellung von 

Fusionsproteinen konnen mit Proteinen anderen Ursprungs 
durchgef iihrt werden. 

Wesentlich fiir die vorliegende Erfindung sind rekombinant 
hergestellte, virusahnliche Partikel (virus like particles, 
VLP's), die nach Expression der viralen Strukturproteine LI 
und/oder L2 entstehen, wobei Abschnitte des LI- und/oder L2- 
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Proteins deletiert sind, ohhe daB die Fahigkeit zur Bildung 
yon VLP's verlorengeht . 

GemaB der vorliegenden Erfindung handelt es sich bei dera 
deletierten Bereich im Ll-Protein des Bovinen Papillomavirus 
Typ 1 bevorzugt um die Aminosauresequenzen 311-351, 331-371, 
391-431. Bei Ll-Proteinen des huraanen Papillomavirus 16 
handelt es sich vorteilhaf terweise um die Aminosauresequenz 
306-315. 

In einer bevorzugten Ausgestaltung der vorliegenden Erfindung 
wird der deletierte Bereich von LI- und/oder L2-Proteinen 
durch andere Proteine oder Protein f ragmen te ersetzt, wobei 
Fusionsproteine erhalten werden. Der Anteil an LI- bzw. L2- 
15 Protein betragt vorteilhaf terweise ca. 50 bis 99 %, bevorzugt 
ca . 60 bis 90 %, besonders bevorzugt ca. 80 %. 

GemaB der vorliegenden Erfindung sollen jedoch, wenn auch im 
weiteren nicht explizit erwahnt, auch mehr als ein Bereich, 
20 des 1*1- und/oder L2-Proteins deletiert und bevorzugt durch 
andere Proteine oder Protein fragmente ersetzt werden. 

Besonders bevorzugt wird der deletierte Bereich im LI- oder 
L2-Pr6tein durch andere Proteine von Papilloma vir en und/oder 
25 Proteine anderen Ursprungs ersetzt, wodurch virusahnliche 
Hybridpartikel (HVLP's) herstellbar sind. 

Es hat sich als besonders vorteilhaf t gemaft der vorliegenden 
Erfindung erwiesen, daB die Bildung der VLP's aus einem Ll- 
30 Fusionsprotein oder, gemafl einer weiteren Ausfuhrungsf orm, 
aus einem vollstSndigen Ll-Protein und einem L2- 
Fusionsprotein erfolgt* 



35 



Die Fusionsproteine, insbesondere zur Bildung von 
virusahlichen Hybridpartikeln gemSB einer weiteren 
Ausgestaltung der vorliegenden Erfindung, bestehen 
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vorteilhaf terweise aus einem deletierten LI- und/oder L2- 
Protein von verschiedenen HPV-Typen (human papilloma virus), 
besonders bevorzugt HPV 6, 11, 16, 18, 33, 35 und 45, und 
anderen Proteinen Oder Proteinfragmenten, Bevorzugt handelt 
es sich bei diesen anderen Proteinen oder Proteinf ragmenten 
urn entspreehende friihe Proteine oder Fragmente davon, wie 
z.B. die fruhen Proteine El, E2, E4 , E5, E6 und/oder E7* 

Gemaft dem erf indungsgemaflen Verfahren wird die Expression der 
Fusionsproteine und Proteine in viralen oder eukaryotischen 
Vektoren, ganz besonders bevorzugt in Baculoyiren oder in 
Hefen, durchgefiihrt . 

GemaB einer weiteren Ausgestaltung des erf indungsgeinaflen 
Verfahrens werden die Fusionsproteine durch Expression in 
Vaccinia-Rekombinanten hergestellt . 

Die Anwendung der Fusionsproteine oder der virusahniichen 
Hybridpartikel zur Herstellung eines prophylaktischen und 
therapeutischen Impfstoffes erfolgt gemafl der vorliegenden 
Erfindung bevorzugt nach Zugabe weiterer Komponenten. 

Bislang wurde zur Herstellung von VLPs, wie z.B. von VLPs aus 
HPV 16 , das 1*1 offene Leseraster (ORF) mit Hilfe 
eukaxyontischer Vektoren, wie z.B. Bakulovirus , exprimiert. 
Die Bildung der VLPs (Assembly) erfolgt 1m Zellkern der 
infizierten Zellen. 

Wesentlich fur die vorliegende Erfindung sind deshalb 
insoesondere rekombinant hergestellte, papillpmavirusahnirche 
Partikel, die nach Expression der viralen Strukturproteine 1*1 
und/oder 1*2 entstehen, in denen ein oder inehrere Abschnitte 
des LI- und/oder L2-Proteins deletiert sind, wobei die 
Fahigkeit zur Bildung von virusahniichen Partikeln ira 
Vergleich zur nativen Bildung und/oder in vitro Produktion 
erhoht ist. 



WO 96/11272 PCH7EP95/03974 



10 



Gemaft der vorliegenden Erfindung handelt es sich bei 
mindestens einem der deletierten Bereiche im LI— und/oder L2- 
Protein eines Papillomavirus tun eine Deletion, 
5 vorteilhafterweise in der C-terroinalen Aminosauresequenz , 
bevorzugt in einer Lange von ungefahr 1 bis 34 Amino saur en 
(AS), bevorzugt von 1 bis 26 Arainosauren (AS), insbesondere 
von 26 AS. 

10 Vorteilhafterweise wird nach Einfiigen der C-terrainalen 
Deletion in das LI- und/oder L2-Protein die Produktion von 
VLPs tun ein Vielf aches erhoht, bevorzugt urn das mindestens 
10-fache, und insbesondere um das ungefahr 10- bis 100-fache- 

15 In einer bevorzugten Ausgestaltung der vorliegenden Erfindung 
handelt es sich bei den deletierten Bereichen im LI- und/oder 
L2 -Protein, insbesondere des Bovinen Papillomavirus, um 26 C- 
terminale Aroinosauren. Besonders bevorzugt ist die 26 AS 
groBe , C-terminale Deletion (Gly-Ala-Gly-Cys-Ser-Thr-Val^Arg- 

20 Lys-Arg-Arg-Ile-Ser-Gln-Lys-Thr-Ser-Ser-Lys-Pro-Ala-Lys-Lys- 

Lys-Lys-Lys) entsprechend der Nucleotid-Position 7016 bis 
7093 GGGGCAGGAT GTTCAACTGT GAGAAAACGA AGAATTAGCC AAAAAACTTC 
CAGTAAGCCT GCAAAAAAAA AAAAAAAA in das LI ORF des Bovinen 
Papillomavirus Typ 1 (BPV 1) eingefiigt. Vorteilhafterweise 

25 ist nach Einfiigen der C-terminalen Deletion in das Ll- 
und/oder L2-Protein die Produktion von VLP's um das 
mindestens 10-fache gesteigert. 

Gem a ft einer weiteren Ausgestaltung der vorliegenden Erfindung 
30 handelt es sich bei der mindestens einen Deletion im Ll- 
und/oder L2 -Protein um eine homologe Aminosauresequenz des 
humane n Papillomavirus 16 oder anderer Papillomaviren. 



35 



GemaJ3 einer weiteren bevorzugten Ausgestaltung handelt es 
sich bei den deletierten Bereichen im LI- und/oder L2-Protein 
um 34 C-terminale Aminosauren des Humanen Papillomavirus 
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Typ 16 (HPV 16), bevorzugt tun die AS-Sequenz Ala-Gly-iLeu-X*ys- 
Ala-I*ys-Pro-Lys-Phe-Thr-I>eu-Gly-Lys-Arg-Lys-Ala-Thr-Pro-Thr- 
Thr-Ser-Ser-Thr-Ser-Thr-Thr-Ala-Lys-Arg-Lys-I>ys-Arg-l-ys-Leu) 
entsprechend der Nucleotid-Position 7052 bis 7153 GCAGGATTGA 
AGGCCAAACC AAAATTTACA TTAGGAAAAC GAAAAGCTAC ACCCACCACC 
TCATCTACCT CTACAACTGC TAAACGCAAA AAACGTAAGC TG, welche in das 
LI ORF des HPV 16 eingefiigt ist. 

Besonders bevorzugt umfaflt die Deletion des LI- und/oder L2- 
Proteins das nukleare Lokalisationssignal (NLS). Die 
Partikelproduktion aus den Ll-Proteinen oder den Ll-Proteinen 
und L2-Proteinen erfolgt insbesondere im Zytoplasma. 
Bevorzugt yerden die Partikel in den libers tand sezemiert, 
besonders bevorzugt ist eine Sekretion von ungefahr 5 bis 10 
% der Partikel. 

Die Expression von Ll-Proteinen oder Ll-Proteinen und 1*2- 
Proteinen in B . coli erfolgt gemafl einer weiteren bevorzugten 
Aus fuhrungs form. Hierbei sind an der C-terminalen Deletion im 
Ll-Protein insbesondere zusatzlich 6 Histidine eingefugt. 
Vorteilhaf terweise erfolgt die Herstellung von VLP's nach 
Expression von Ll-Proteinen oder LI- und L2-Proteinen in E* 
coli . 

GemaB der vorliegenden Erfindung handelt es sich bei deh 
weiteren deletierten Bereichen im Ll-Protein des Bovinen 
Papillomavirus Typ 1 bevorzugt um die Aminosauresequenzen 
311-351, 331-371, 391-431- Bei Ll-Proteinen des humanen 
Papillomavirus 16 handelt es sich vorteilhaf terweise um die 
Aminos auresequenz 306-315. 

In einer bevorzugten Ausgestaltung der vorliegenden Erfindung 
wird der weitere deletierte Bereich von Li- und/oder L2- 
Proteinen durch andere Proteine oder Proteinf ragmente 
ersetzt, wobei Proteine erhalten werden, die im weiteren als 
Fusionsproteine bezeichnet werden. Der Anteil an LI- bzw. L2- 
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Protein betragt vorteilhaf terweise ca. 50 bis 

99 %, bevorzugt ca- 60 bis 90 %, besonders beyorzugt ca. 
80 %. 

GemaB der vorliegenden Erfindung sollen jedoch, wenn auch im 
weitereh nicht explizit erwahnt, auch mehr als ein weiterer 
Bereich des 1*1- und/oder L2-Proteins deletiert und bevorzugt 
durch andere Proteine oder Proteinf ragmente ersetzt werden. 

Besonders bevorzugt wird der deletierte Bereich von LI- oder 
L2 -Protein durch andere Proteine .von Papillomaviren und/oder 
Proteine anderen Ursprungs ersetzt, wpdurch virusahnliche 
Hybridpartikel (HVLP's) herstellbar sind- 

Es hat sich als besonders vorteilhaft genaafl der vorliegenden 
Erfindung erwiesen, daB die Bildung der VLP's aus einem 1*1- 
Protein, einem I#l-Fus ions protein, einem Ll-Protein und Li- 
Protein, einem I#l-Fusionsprotein und L2-Protein, einem 1*1- 
Protein und einem L2-Fusionsprotein oder einem 1*1— 
Fusionsprotein und einem 1,2 -Fusionsprotein erf olgt . 

GemaB einer weiteren Ausgestaltung der vorliegenden Erfindung 
handelt es sich bei mindestens einem der deletieren Bereiche 
im 1*1- und/oder L2 -Protein eines Papillomavirus um N- 
terminale Arainosauresequenzen. 

Geroaft der vorliegenden Erfindung handelt es sich bei einer 
weiteren Ausf iihrungsf orm bei mindestens einem der deletierten 
Bereiche im Ll-Protein und/oder I*2-Protein eines 
Papillomavirus um Aminosauresequenzen im mittleren Bereich 
des Proteins. 

Wesentlich fiir die Erfindung sind ebenfalls Proteine, 
insbesondere zur Bildung von papillomavirusahnlichen 
Hybridpartikeln, wobei ein oder mehrere Abschnitte des Ll- 
und/oder L2-Proteins deletiert sind. Insbesondere handelt es 
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sich bei mindestens einem der deletierten Bereiche im Ll- 
und/oder L2 -Protein urn eine Deletion einer C-terminalen 
Aroinosauresequenz . 

Die Fusionsproteine, insbesondere zur Bildung von 
papillomavirusShnlichen Hybridpartikeln gemaB einer weiteren 
Ausgestaltung der vorliegenden Erfindung, bestehen 
vorteilhaf terweise aus einem deletierten LI- und/oder L2- 
Protein von verschiedenen Papillomaviren, besonders bevorzugt 
HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35 und 45, und anderen Proteinen 
oder Proteinf ragmenten von Papillomaviren oder von anderer 
Herkunft. Bevorzugt handelt es sich bei diesen anderen 
Proteinen oder Proteinf ragmenten urn entsprechende fruhe 
Papillomavirus-Prdteine oder Fragmente davon, wie z.B. die 
friihen Proteine El, E2 , E4 , E5, E6 und/oder E7 . 

Gemafl dem er f indungs gemal3en Verfahren wird zur Expression der 
Proteine und/oder Fusionsproteine und Prpduktion von 
papillomavirusahnlichen Partikeln in viralen, eukaryotischen 
oder prokaryotischen Vektoren, ganz besonders bevorzugt in 
Vaccinia-Rekombinanten, in Baculoviren, in Hefen oder in 
Bakterien, insbesondere in E. coli, durchgef iihrt . 

Bevorzugt erfolgt die Partikelproduktion im Zytoplasma. Die 
Partikel werden besonders bevorzugt in den Uber stand 
sezerniert, ganz besonders bevorzugt werden ungefahr 5 bis 
10 % der Partikel in den Uberstand sezerniert. 

Insbesondere wird geroafl der vorliegenden Erfindung durch 
Einfugen einer 26 Aminosaure (AS) groflen, c-terminalen 
Deletion in der Nucleotidposition 7016-7093 in das LI ORF des 
bovinen Papillomavirus Typ 1 (BPV 1) die Produktion von VLPs 
um das mehr als 10-fache gesteigert. So leLGt sich bei 
gleicher Menge an Ll-Protein, wie z,B. in einem Western Blot 
demons trierbar, eine Steigerung der Partikelzahl im 
Elektronenmikroskop zeigen. Da die Deletion bevorzugt das 
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nukleare Lokalisationssignal (NLS) umfafit, erfolgt die 
Partikelproduktion im Zytoplasma, ein erheblicher Teil der 
Partikel wird in den Uberstand sezerniert. Dies ist besonders 
vorteilhaf t, da hierdurch die Reinigung wesentlich 
erleichtert wird. 

Proteine, bevorzugt mit genannter Deletion mit zusatzlichen 6 
Histidinen (His-Ll-Proteine) werden gemaft der vorliegenden 
Erfindung in E. coli exprimiert . Die Proteine, insbesondere 
His-Ll-Proteine, werden bevorzugt iiber Ni-Af f initats- 
chromatograpie gereinigt, wobei die Proteine entsprechehd 
einer vorteilhaf ten Aus fiihrungs form zu dies em Zeitpunkt in 
Denatu r ierungspuf f er , beispielsweise 6 M 

Guanidinhydrochlorid, vorliegen. Die Renaturierung erfolgt 
beispielsweise in 150 mM NaCl, 1 mM CaCl2# 0,01 % Triton-X 
100 , 10 mM Hepes (N-2-hydroxyethylpiperazine-N ' -2- 
ethansulf onsaure) , pH 7,4. 

Die Produktion (Assembly) der VLP erfolgt gemaft einer 
bevorzugten Ausgestaltung der vorliegenden Erfindung nach 
Dialyse der Proteine, vorteilhaf terweise nach Dialyse gegen 
150 mM NaCl, 25 mM Ca2+, 10 % DMSO ( Dimethyls ul foxid) , 0,1 % 
Triton-X 100, 10 mM Tris { tris-( hydro xymet hy 1 ) aminome than) 
Essigsaure bei einem pH-Wert von 5,0. 

Die Deletion von Sequenzen im Ll-Protein von samtlichen 
Papillomaviren, die das vorzeitige Assembly der VLPs 
verhindern, fiihrt zu einer hoheren Ausbeute bei der VLP 
Produktion . 

Sofern in diesen Fallen das LI NLS betroffen ist, erfolgt die 
Assembly im Zytoplasma. Somit ist die Reinigung des VLPs 
erf indungsgemafl aus dem Zytoplasma, statt wie bisher aus dem 
Zellkern, moglich. Erf indungsgemafl sind auch kiirzere 
Deletionen moglich. GemaB der vorliegenden Erfindung werden 
Deletionen bis zu einer Aminosaure und/oder Substitutionen 
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von bis zu einer Aminosaure durchgef iihrt - Hierbei erweist es 
sich als vorteilhaft, da/i bei kurzen Deletionen bzw. bei 
Substitutionen von bis zu einer bzw. nur wenig er Aminosauren 
die antigenen Eigenschaf ten der Proteine und der sich daraus 
5 gebildeten VLPs so wenig wie moglich gegeniiber der nativen 
antigenen Eigenschaft der Proteine bzw. VLPs verandert sind. 

Die Einfiihrung einer wie vorgehend ausgefiihrten C-tenninalen 
Deletion bzw. Substitution in LI- und/oder L2- 
10 Fusionsproteine, fiihrt auch zu einer Steigerung der 
Production von Hybrid VXPs . Hierbei sollen auch die VLPs 
eingeschlossen sein, die nur Ll-Fusionsproteine enthalten, 
sowie Hybrid VLPs, die ein 111- bzw. L2-Fusionsprotein und ein 
L2- bzw. Ll-Protein enthalten. 

15 

Hierzu werden VLP's hergestellt , die aus Fusionsproteinen von 
spaten und friihen HPV-Proteinen (oder Fragraenten davon) 
("HVLP") bestehen und fur prophylaktische bzw. therapeutische 
Impfung einsetzbar sind. Ein solcher Impfstpff besitzt 
20 gegeniiber konventionellen Praparaten die iin folgenden 
beschriebenen Vorteile: 

a) Ira Falle von prophylaktischer Impfung verhindern HVLP's 
durch Induktion Ll/L2-spezif ischer - Antikorper nicht nur 
25 den Eintritt des Virus in die Zelle, sondern eliroinieren 

bereits infizierte Zellen (durch Induktion von 
zytotoxischen T-Zellen) , falls schon fruher eine 
Infektion stattgef unden hat oder die humbrale 
Immunantwort nicht ausreichend war. 



30 



b) Im Falle von therapeutischer Impfung eliminieren HVLP's 
persistent infizierte Zellen (z.B. bei Patienten mit CIN 
oder Cervixcarcinom) / und verhindern vor allem bei 
Patientinnen mit CIN-Lasionen eine Reinfektion. 



35 
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c) Die Reinigung der HVLP's ist ahnlich einfach wie die der 
VLP's ohne friihe HPV-Proteine „ 

VLP's des Bovinen Papillomavirus (BPV) Typ 1 und der humanen 
5 Papilloniaviren 11 und 16 konnen nach Expression von 1*1 plus 
L2 bzw. von LI allein in Vaccinia Oder Baculovirus 
hergestellt werden. Experimente zeigen, da/5 Telle des Ll- 
Proteins deletiert werden konnen (Aminosauresequenz 311-351, 
331-371, 391-431 von BPV 1; 306-315 von HPV 16) r ohne daft die 

10 Fahigkeit zur Bildung von VLP's verloren geht . Solche 
Bereiche existieren in den Ll-Proteinen aller Papillomaviren, 
so daB der deletierte Bereich von LI durch andere Proteine 
(von Papillomaviren oder von anderem Ur sprung) ersetzt werden 
karin und dafl so virusahnliche Hybridpartikel hergestellt 

15 werden konnen. In gleicher Weise werden auch Telle des 
Papillomavirus-Prx>teins 1*2 deletiert und durch andere (friihe 
HPV oder sonstige) Proteine ersetzt, daJi also HVLP's auch aus 
dem vdllstandigen Ll-Protein plus einem L2-Fusionsprotein 
gebildet werden konnen. 

20 

Fusionsproteine bestehend aus deletiertera LI— oder L2-Protein 
von verschiedenen HPV-Typen (in erster Linie HPV 6, 11, 16 , 
18, 33/ 35/ 45) und den entsprechenden friihen Proteinen El, 
E2, E4, E5, E6, E7 (oder Teilen davon) werden durch 

25 Expression in Vaccinia-Rekombinanten hergestellt, die in sehr 
kurzer Zeit konstruiert werden kdnnen. Die Bildung von VLPs, 
bestehend entweder aus einera Ll-Fusionsprotein oder aus dem 
yollstandigen Ll-Protein plus einem L2-Fusionsprotein/ wird 
durch Elektronenroikroskopie iiberpriift und das Vorhandensein 

30 des friihen HPV-Proteins durch Western Blot Analyse mit Hilfe 
spezifischer Antiseren getestet. Fur die Produktion von 
HPLV's im groBen MaBstab wird die Expression der Proteine in 
viralen eukaryotischen oder prokaryotischen Systemen, 
bevorzugt in Baculovirus, in Hefe, oder in E. coli 

35 durchgef tihrt . 
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Die Anwendung der Fusionsproteine Oder der virusahnlichen 
HybridpartiJcel zur Herstellung eines prophylaktischen und 
therapeutischen Impfstoffs erfolgt gexnafl der vorliegenden 
Erfindung bevorzugt nach Zugabe weiterer Komponenten . 

Entsprechende Experiments zur Herstellung von 

Fusionsproteinen konnen mit Proteinen anderen Ursprungs 
durchgefiihrt werden. 
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Patentanspriiche 

Rekombinant hergestellte papilloraavirusahnliche 
Partikel, die nach Expression der viralen 
Strukturproteine 1*1 und/oder L2 entstehen, dadurch 
gekennzeichnet, da/i ein oder mehrere Abschnitte des 
LI- und/oder L2-Proteins deletiert sind, wobei die 
Fahigkeit zur Bildung von virusahnlichen Partikeln 
bestehen bleibt. 

Virusahnliche Partikel nach Anspruch l r dadurch 
gekennzeichnet, daJ5 es sich bei den deletierten 
Bereichen im Ll-Protein um die Axninosauresequenzen 
311-351, 331-371, 391-431 des Bovinen Papillomavirus 
Typ 1 handelt . 

Virusahnliche Partikel nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet , dafl es sich bei den deletierten 
Bereichen iro Ll-Protein um die Aminosauresequenz 306- 
315 des huroanen Papillomavirus 16 handelt. 

Virusahnliche Partikel nach einem der vorhergehenden 
Ansprtiche, dadurch gekennzeichnet r daJi der deletierte 
Bereich von LI- und/oder I#2-Proteinen durch andere 
Proteine oder Proteinf ragmente ersetzt 1st, um ein 
Fusionsprotein zu erhalten. 

Virusahnliche Partikel nach Anspruch 4, dadurch 
gekennzeichnet, daJ3 der Anteil an LI- bzw. L2-Protein 
ca. 50 bis 99 %, bevorzugt ca. 60 bis 90 %, besonders 
bevorzugt ca* 80 % des Fusionsproteins betragt. 

Virusahnliche Partikel nach Anspruch 4 und 5, dadurch 
gekennzeichnet, dafl der deletierte Bereich im Ll- 
oder L2-Protein durch andere Proteine von 
Papillomaviren und/oder Proteinen anderen Ursprungs 
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ersetzt ist, wodurch virusahnliche Hybridpartikel 
herstellbar sind. 

7. virusahnliche Partikel nach einera der vorhergehenden 

5 Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, da/3 die Bildung 

der virusahnlichen Partikel aus einem Ll~ 
Fusionsprotein oder einem vollstandigen Ll-Protein 
und einem L2 -Fusionsprotein erfolgt* 

10 8. Fusionsproteine, insbesondere zur Bildung von 

papilloraavirusahnlichen Hybridpartikeln nach einem 
der Anspriiche 4 bis 1, dadurch gekennzeichnet, dafl 
die Fusionsproteine aus einem deletierten t LI- 
und/oder L2-Protein von verschiedenen HPV-Typen^ und 

15 andere Proteine oder Fragmente dayon umfassen. 

9. Fusionsprotein nach Anspruch 8, dadurch 
gekennzeichnet, dafl die anderen Proteine oder 
Fragmente friihe Proteine oder Fragmente sind. 

20 

10. Fusionsprotein nach Anspruch 8 und 9, dadurch 
gekennzeichnet, da£ es sich uzn die friihen Proteine 
El, B2, E4, E5, ES , E7 oder um Fragmente davon 
handelt . 



IP 

25 

11. Fusionsprotein nach einem der Anspriiche 8 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, da/3 es sich um deletierte Ll- 
und/oder L2-Proteine von verschiedenen HPV-Typen wie 
HPV 6, 11, 16, 18, 33, 35, 45 ndelt . 

30 

12. Rekombinant hergestellte papillomavirusahnliche 
Partikel, die nach Expression der viralen 
Strukturproteine LI und/oder L2 entstehen, 

35 dadurch gekennzeichnet. 
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da/3 ein oder mehirere Abschnitte des LI- und/oder L2- 
Proteins deletiert sind, wobei die Fahigkeit zur 
Bildung von viriisahnlichen Partikeln im Vexgleich zur 
nativen Bildung und/oder in vitro Produktion erhdht 
5 ist. 

13. virusahnliche Partikel nach Anspruch 12, dadurch 
gekennzeichnet, dafl es sich bei mindestens einem der 
deletierten Bereiche im 1*1- und/oder L2-Protein eines 

10 Papillomavirus urn C-tenninale Aminos auresequenzen 

handelt . 

14. Virusahnliche Partikel nach Anspruch 13, dadurch 
gekennzeichnet, dali es sich bei dem mindestens einen 

15 deletierten Abschnitt im C-terminalen Bereich im Ll- 

und/oder 1,2 -Protein um eine Aminosauresequenz in 
einer Lange von ungefShr 1 bis 34 Aminos auren, 
bevorzugt 1 bis 26 AmiriosSuren, eines Papillomavirus 
handelt - 

20 

15. Virusahnliche Partikel nach einem der Anspriiche 12 
bis 14, dadurch gekennzeichnet, da# nach Einfiigen 
insbesondere der C-terminalen Deletion in das Ll- 
und/oder L2-Protein die Produktion von VLPs um ein 

25 Vielf aches, bevorzugt um das mindestens 10-fache, 

besonders bevorzugt um das ca. 10- bis 100-fache, 
gesteigert wird. 

16. Virusahnliche Partikel nach einem der Anspriiche 12 
30 bis 15, dadurch gekennzeichnet, dafl es sich bei den 

deletierten Bereichen im LI- und/oder L2-Protein um 
26 C-terminale Aminos auren des Bovinen Papillomavirus 
handelt. 

35 17. Virusahnliche Partikel nach Anspruch 16, dadurch 

gekennzeichnet, da/5 die 2 6 AS grofle, C-terminale 
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Deletion ( Gly-Ala-Gly-Cys-Ser-Thr-Val -Arg-Lys -Arg- 

Arg-Ile-Ser-Gln-Lys-Thr-Ser-Ser-Lys-Pro-Ala-Lys-Lys- 
Lys-Lys-Lys) entspirechend der Nueleotid-Position 7016 
bis 7 093 GGGGCAGGAT GTTCAACTGT GAGAAAACGA AGAATTAGCC 
5 AAAAAACTTC CAGTAAGCCT GCAAAAAAAA AAAAAAAA, in das LI 

ORF des Bovinen Papillomavirus Typ 1 eingefiigt 1st. 

18, Virusahnliche Partikel nach einem der Anspriiche 12 
bis 15 , daduirch gekennzeichnet , da£ es sich bei den 

10 deletierten Bereichen im LI- und/oder L2-Protein um 

34 C-terrainale Aminosauren des humane n Papillomavirus 
Typ 16 (HPV 16) handelt. 

19. Virusahnliche Partikel nach Anspruch 18 , dadurch 
15 gekennzeichnet, da/5 die 34 AS grofle, C-terminale 

Deletion ( Ala-Gly-Leu-Lys-Ala-Lys-Pro-Lys-Phe-Thr- 

Leu-Gly-Lys-Arg-Lys-^a-Thr-Pro-Tlu:-T^ 

Ser-Thr-Thr-Ala-Lys-Arg-Lys-Lys-Arg-Lys-Leu) ent- 
sprechend der Nueleotid-Position 7052 bis 7153 
2 0 GCAGGATTGA AGGCCAAACC AAAATTTACA TTAGGAAAAC 

GAAAAGCTAC ACCCACCACC TCATCTACCT CTACAACTGC 

TAAACGCAAA AAACGTAAGC TG in das LI ORF des Huinanen 
^ Papillomavirus Typ 16 (HPV 16) eingefiigt ist. 



25 20. 



30 



Virusahnliche Partikel nach einem der Anspriiche 13 
bis 15, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei der 
mindestens einen Deletion ira C-terminalen Bereich im 
LI- und/oder L2-Protein urn eine homo log e 
Aminosaureseguenz des huinanen Papillomavirus 16 oder 
anderer Papillomaviren handelt. 



35 



21. Virusahnliche Partikel nach einem der Anspriiche 12 

bis 20, dadurch gekennzeichnet, daB die Deletion des 
LI- und/oder L2-Proteins das nukleare 

Lokalisationssignal (NLS) umfaBt. 
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22. virusahnliche Partikel nach einem der Anspriiche 12 

bis 21, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Part ikelprodukt ion aus den Ll-Proteinen oder 1,1- und 
L2-Proteinen ira Zytoplasma erfolgt. 

5 

23* Virusahnliche Partikel nach einem der Anspriiche 12 

bis 22, dadurch gekennzeichnet , daB Partikel in den 
libers tand sezerniert werden. 

10 24. Virusahnliche Partikel nach Anspruch 23, dadurch 

gekennzeichnet, daB ca. 5 bis 10 % der Partikel in 
den Uberstand sezerniert werden. 

25. Virusahnliche Partikel nach einem der Anspriiche 12 

15 bis 24, dadurch gekennzeichnet, daB die Expression 

von Ll-Proteinen Oder 1*1- und L2-Proteinen in E . coli 
erfolgt. 

26- Virusahnliche Partikel nach Anspruch 25, dadurch 

20 gekennzeichnet, daB an der C-terroinalen Deletion im 

LI Protein 6 Histidine eingefugt wurden. 

27. Virusahnliche Partikel nach einem der Anspriiche 25 
bis 26, dadurch gekennzeichnet, dafl die Herstellung 

25 von VLPs nach Expression von Ll-Proteinen oder Ll- 

und L2-Proteinen in E. coli erfolgt. 

28. Virusahnliche Partikel nach einem der Anspriiche 12 
bis 27, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei den 

30 -weiteren deletierten Bereichen im Ll-Protein um die 

Aminosauresequenzen 311-351, 331-371, 391-431 des 
Bovinen Papillomavirus Typ 1 handelt . 

29. Virusahnliche Partikel nach Anspruch 27, dadurch 
35 gekennzeichnet, daB es sich bei den weiteren 

deletierten Bereichen im Ll-Protein um die 
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Aminosauresequenz 306-315 des humanen Papillomavirus 
16 handelt. 

30- Virusahnliche Partikel nach einem der Anspriiche 12 

bis 29, dadurch gekennzeichnet, da/3 der deletierte 
Bereich von LI- und/oder L2-Proteinen durch andere 
Proteine oder Proteinf ragmente ersetzt ist, urn ein 
Fusionsproteiri zu erhalten. 

31. VirusMhnliche Partikel nach Anspruch 30, dadurch 
gekennzeichnet, daft der Anteil an lil- bzw. L2-Protein 
ca. 50 bis 99 %, bevorzugt ca. 60 bis 90 %, besonders 
bevorzugt ca. 80 % des Fusionsproteins betragt . 

32. Virus ahnl iche Partikel nach Anspruch 30 und 31, 
dadurch gekennzeichnet:, dafl der deletierte Bereich im 
LI- oder L2-Protein durch andere Proteine von 
Papilloinaviren und/oder Proteinen anderen Ursprungs 
ersetzt ist, wodurch virusahnliche Hybridpartikel 
herstellbar sind. 

33. Virusahnliche Partikel nach einem der Anspriiche 12 
bis 32, dadurch gekennzeichnet, daft die Bildung der 
virusahnlichen Paxrtikel aus einem Ll-Protein, einem 
Ll-Fusionsprotein, einem Ll-Protein und L2-Protein, 
einem Ll-Fusionsprotein und L2~Protein, einem Ll- 
Protein und einem L2-Fusionsprotein oder einem Ll- 
Fusionsprotein und einem I>2-Fusionsprotein erfolgt. 

34. Virusahnliche Pairtikel nach einem der Anspriiche 12 
bis 33, dadurch gekennzeichnet, daft es sich bei 
mindestens einem der deletierten Bereiche im Ll- 
und/oder L2-Protein eines Papillomavirus urn N- 
terminale Aminosauresequenzen handelt. 
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35. Virusahnliche Partikel nach einem der Anspriiche 12 
bis 34, dadurch gekennzeichnet , dafl es sich bei 
mindestens einem der deletierten Bereiche im Ll- 
und/cKier L2-Protein eines Papillomavirus um 

5 Aminosauresequenzen im raittleren Bereich des Proteins 

handelt. 

36. Proteine, insbesondere zur Bildung von 
papillomavirusahnlichen Hybridpartikeln gema/) einem 

10 der Anspriiche 12 bis 35 , dadurch gekennzeichnet, dafl 

ein oder mehrere Abschnitte des LI- und/oder I>2- 
Proteins deletiert sind. 

37. Proteine nach Anspruch 36, dadurch gekennzeichnet, 
15 dafl es sich bei mindestens einem der deletierten 

Bereiche im 1*1- und/oder L2 -Protein um eine Deletion 
einer C-terminalen Aminos auresequenz handelt. 

38. Fusionsproteine, insbesondere zur Bildung von 
20 papillomavirusahnlichen Hybridpartikeln nach einem 

der Anspriiche 12 bis 37, dadurch gekennzeichnet, dafl 
die Fusionsproteine deletierte LI- und/oder L2- 
Proteine von verschiedenen Papillomaviren und andere 
Proteine oder Fragmente von Papillomaviren oder 
25 anderer Herkunft enthalten. 



30 



39. Fusionsprotein nach Anspruch 38, dadurch 

gekennzeichnet, dafl die anderen Proteine oder 
Fragmente fruhe Papillomavirus-Proteine oder 
-Fragmente davon sind. 



35 



40. Fusionsprotein nach Anspruch 38 oder 39, dadurch 

gekennzeichnet, dafi es sich um die friihen Proteine 
El, E2, E4, E5, E6, E7 oder um Fragmente davon 
handelt. 
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41. Fusionsprotein nach einem der Anspruche 38 bis 40, 
dadurch gekennzeichnet , dafl es sich um deletierte 1*1- 
und/oder 1,2 -Proteine von verschiedenen aPV-^ypen wie 
HPV 6, 11/ 16, 18, 31, 33, 35, 45 handelt. 

42. Verfahren zur Expression der Fusionsproteine gemafl 
einem der Anspriiche 8 bis 11, dadurch gekennzeichnet, 
dafl die Expression der Proteine und Fusionsproteine 
in viralen oder in eukaryotischen Vektoren 
durchgefuhrt wird. 

43. Verfahren zur Expression der Proteine und/oder 
Fusionsproteine und Produktion von 
papillomavirusahnlichen Partikeln gemafl einem der 
Anspruche 12 bis 35, dadurch gekennzeichnet, da/5 die 
Expression der Proteine und Fusionsproteine in 
viralen, eukaryotischen oder prokarybtischen Vektoren 
durchgefuhrt wird. 

44. Verfahren nach einem der Anspriiche 42 oder 43, 
dadurch gekennzeichnet, dafl die Proteine oder 
Fusionsproteine durch Expression in Vaccinia- 
Rekqmbinanten hergestellt werden. 

45. Verfahren nach einem der Anspruche 42 oder 43, 
dadurch gekennzeichnet, da/3 die Expression der 
Proteine und Fusionsproteine in Baculoviren oder in 
Hefen durchgefuhrt wird. 

46* Verfahren nach Anspruch 43, dadurch gekennzeichnet, 

dafl die Expression der Proteine und Fusionsproteine 
in E. coli durchgefuhrt wird. 



47. 



Verfahren nach Anspruch 46, dadurch gekennzeichnet, 
dafl die Reinigung, insbesondere der I>l-Proteine, 
durch Ni-Af f ini tatschromatographie und Renaturierung , 
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bevorzugt in 150 mM NaCl, 1 roM CaCl2r 0,01 % Triton-X 
100, 10 mM Hepes pH 7,4, erfolgt. 

48. Verfahren nach Anspruch 47, dadurch gekennzeichnet, 
da/5 die Proteine zum Zeitpunkt der Reinigung in 
Denaturierungspuf f er vorliegen. 

49. Verfahren nach Anspruch 48, dadurch gekennzeichnet, 
daB es sich bei dera Denaturierungspuf fer um 6 M 
Guanidinhydrochlorid handelt, 

50. Verfahren nach einem der Anspriiche 43 bis 49, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Assembly der \TLPs nach 
Dialyse erfolgt. 

51. Verfahren nach Anspruch 50, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Dialyse gegen ISO mM NaCl, 25 mM Ca 2 + , 
10% DMSO, 0,1% Triton-X 100 uhd 10 mM Tris Essigsaure 
bei pH = 5,0 erfolgt. 

52. Verfahren nach einem der Anspriiche 43 bis 51, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Partikelproduktion im 
Zytoplasma erfolgt, 

53. Verfahren nach einem der Anspriiche 43 bis 52, dadurch 
gekennzeichnet, daB Partikel in den Uberstand 
sezemiert werden. 

54. Verfahren nach Anspruch 53, dadurch gekennzeichnet, 
* daB ungefahr 5 bis 10% der Partikel in den Uberstand 

sezerniert werden. 

55. Verwendung der Proteine und/oder Fusionsproteine 
gemafl einem der Anspriiche 8 bis 11 Oder 36 bis 41 zur 
Herstellung eines Impfstoffs zur prophylaktischen 



WO 96/11272 



PCT/EP95/03974 



27 

und/oder therapeutischen Impfung, bevorzugt nach 
Zugabe weiterer Komponenten. 

Verwendung der virusahnlichen Hybridpartikel gemaft 
einera der Anspriiche 1 bis 7 oder 12 bis 35 zur 
Herstellung eines Impfstoff s zur prophylaktischen 
und/oder therapeutischen Impfung, bevorzugt nach 
Zugabe weiterer Komponenten, 



